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ВВЕДЕНИЕ
Рак  легкого  –  распространенное  злокачественное  новообразование  и
составляет четвертую часть всех смертей от рака, особенно среди мужского
населения [3].  В последние годы отмечается тенденция к увеличению числа
случаев  заболеваемости  раком  легкого  также  и  среди  женщин,  что
обусловлено  увеличением  числа  курящих  женщин.  Ежегодно  в  мире
регистрируется  1,  2  млн.  новых случаев  рака,  из  них  58% приходится  на
развитые страны [3].
 Основная масса больных выявляется в IV стадии,  когда оперативное
вмешательство становится невозможным или малоэффективным. По данным
на сегодняшний день больные с I-II  стадиями  составляют 26,5%,  III-IV –
66,5%.  К  тому же  выживаемость  пациентов  после  лечения   I  стадии РЛ
соответствует  75%,  а  IV  стадии  –  не  более  5%.  Высокая  смертность,  в
основном,  связана  с  отсутствием  эффективных  подходов  для  выявления
опухоли  на  ранних  стадиях  развития.  Поэтому  для  обеспечения
эффективного лечения и увеличения выживаемости пациентов необходима
ранняя и своевременная диагностика рака легкого [9].
В настоящее время существует множество методов диагностирования и
терапии онкологии. Начиная от методов секвенирования генома первичной
опухоли,  выявления  опухолевых  маркеров  в  крови  и  многие  другие,
заканчивая уже классическими методами, таких как: МРТ, КТ, ПЭТ, и др.
Проблема  заключается  в  том,  что  первые  дают  ограниченные  данные  о
постановки  диагноза,  в  то  время  как  вторые  методы используются,  когда
опухоль уже в  запущенном состоянии и  активно метастазирует  на  другие
области,  к  тому  же  чувствительность  и  специфичность  большинства  этих
методов  недостаточно  высока  [9]. Известно,  что  большинство  больных
умирают  не  от  первичных  опухолей,  а   от  раковых  клеток,  которые
распространились  на  другие  области  с   образованием  метастазов.  Этот
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процесс  может  затянуться  на   продолжительный  промежуток  времени,  с
момента постановки первичного диагноза до рецидива [8]. 
В  момент  образования  опухоли  в  организме  человека,  в
периферической крови появляются различные биомаркеры рака,  такие как
циркулирующие  опухолевые  клетки  (ЦОК),  циркулирующие  опухолевые
микроэмболы  (ЦОМ),  апоптотические  тельца  и  др.  [8].  Кроме  того,
установлено, что ЦОК могут обнаруживаться в крови больных еще за 1-4
года до выявления клинически значимого рака [42]. Следовательно, метод по
выявлению  ЦОК  может  использоваться  для  раннего  диагностирования
болезни  и   выявления  оптимальных  форм  лечения  в  зависимости  от
складывающегося  мутационного  профиля  первичной  опухоли  и  ее
метастазов. 
Отсутствие  уникальных  маркеров  ЦОК  и  единой  номенклатуры  их
определения приводит к разнообразию устанавливаемых норм, в том числе
при  некоторых  методах  выявления  ЦОК  возможно  их  обнаружение  в
образцах  крови  от  здоровых  людей.  Соответственно,  актуальность  данной
работы заключается в разработке метода по  обнаружению прогнозируемых
биомаркеров в крови больных раком легкого. 
Благодаря  прогрессу  в  области  молекулярной  биологии,  разработан
принципиально новый  подход  в  обнаружении  опухолевых биомаркеров,  с
помощью  одноцепочечных  ДНК  и  РНК.  Это  связано  с  разработкой
технологии  SELEX,  позволяющей  осуществлять  направленный  отбор
олигонуклеотидов,  обладающих  способностью  связываться  с
разнообразными  биологическими  мишенями  и,  таким  образом,  исполнять
роль искусственных антител  [10].  Такие олигонуклеотиды,  носят  название
аптамеры. 
В  настоящее время  аптамеры  уже  были  получены  в  Красноярском
государственном  медицинском  университете  им.  проф.  В.Ф.  Войно-
Ясенецкого в Лаборатории биомолекулярных и медицинских технологий.
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Таким  образом,  применение  аптамеров  для  выявления
опухолеассоциированных  биомаркеров  в  крови  пациентов  при  РЛ  может
позволить улучшить раннюю диагностику, а так же мониторинг опухолевого
процесса.
Цель  исследования: Разработка  метода  определения  ЦОК  в  крови
больных раком легкого с помощью ДНК-аптамеров.
Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
1. Оценить возможность использования ДНК-аптамеров, меченных
флуоресцентной  меткой, для  выявления  ЦОК  в  крови  больных  раком
легкого.
2. Определить  зависимость  содержания  циркулирующих
опухолевых клеток и крови больных раком легкого от стадии опухолевого
процесса.
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Глава 1 Обзор литературы
1. Рак легкого
Рак  легкого   представляет  собой  опухоль  эпителиального
происхождения,  развивается  в  слизистой  оболочке  бронхов,  бронхиол  и
бронхиальных желез [1].
Ежегодно  в  мире  регистрируется  920  тыс.  смертей  от  рака  легкого
[5,15].  В  России  в  структуре  заболеваемости  злокачественными
новообразованиями рак легкого занимает лидирующее место (15%), при этом
смертность от этого заболевания также высока и составляет 21% [4,18-19,33].
В России в 2000 г. раком легкого заболело более 63 тыс. человек, при этом
число умерших за 20-летний период увеличилось на 40% и достигло 58,9
тыс. Доля умерших от рака легкого среди всех онкологических заболеваний
составляет  30,8%  у  мужчин  и  6,6%  –  у  женщин  [15].   С  возрастом
заболеваемость  раком легкого резко возрастает.  Средний возраст  больных
составляет 35-75 лет, максимальный пик приходится на 55-65 лет.
Основные факторы риска развития рака легкого:
 Генетический фактор (3 и более случаев развития рака легкого в семье).
 Модифицируемые:
–  Экзогенные:  курение,  загрязнение  окружающей  среды  канцерогенными
веществами, профессиональные вредности.
–  Эндогенные:  возраст старше 50 лет, хронические легочные заболевания
(туберкулез, пневмония, бронхит и др.), эндокринные заболевания [22].
Симптомы при РЛ – кашель,  кровохарканье,  боли в грудной клетке,
боли  в  костях,  отечность  лица,  осиплость  голоса,  отдышка,  лихорадка,
последние связаны с региональным или отдаленным метастазированием [17].
Основные методы диагностики рака легкого это:
 КТ органов грудной клетки;
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 Магнитно-резонансная  томография  (МРТ)  органов  грудной
клетки;
 Медиастиноскопия;
 Трансторакальная пункция;
 Флюоресцентная эндоскопия;
 Фибробронхоскопия; 
 Позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ)
Наиболее  распространенным  в  России  методом  диагностики  РЛ
является профилактическая флюорография [17]. 
Однако  исследования,   в  котором  изучалась  эффективность
рентгенографии  органов  грудной  клетки  и  цитологического  исследования
мокроты в выявлении ранних форм рака легкого, не подтвердили желаемого
уровня эффективности подобного скрининга [17].
Компьютерная  томография  обладает  лучшей  разрешающей
способностью и имеет большую эффективность.
Магнитно-резонансная томография (МРТ) является одним из методов
лучевой  диагностики,  он  позволяет  проводить  исследования  в  любых
плоскостях  с  учетом  анатомических  особенностей  тела  больного.  Лишь  в
отдельных  случаях  данные  МРТ  влияют  на  выбор  плана  лечения  или
оперативного вмешательства [17].
С  помощью  ПЭТ  получают  данные  о  функциональном  состоянии
органов и систем. Выявляют физиологические нарушения в организме при
помощи  введенных  в  организм  радиофармпрепаратов  [23].  Выявление
методом  ПЭТ  первичных  и  метастатических  опухолей  идет  с  помощью
накопления радионуклида в опухоли и окружающей ткани за счет того, что
клетки  с  высокой  скоростью  пролиферации  характеризуются  высоким
метаболизмом глюкозы [23].  Позитронно-эмиссионная томография не дает
четкого  отображения  анатомических  структур  и  их  пространственных
взаимоотношений с выявляемыми изменениями в легком и в средостении,
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что  ограничивает  использование  для  назначения  операции  или  поля
дистанционной лучевой терапии [17].
Фибробронхоскопия (ФБС)  является  важным методом в  диагностике
патологических изменениях бронхиального дерева, он позволяет обнаружить
патологию,  а  также  дает  возможность  получить  морфологическое
подтверждение  диагноза  [16].  Однако  проведение  ФБС  при  обнаружении
предраковых  изменений  и  ранних  признаков  опухолевого  процесса,
локализующегося интераэпителиально, является чрезвычайно трудным.
Трансторакальную  пункцию проводят  под визуальным контролем с
помощью  компьютерного  томографа,  рентгенологического  или
ультразвукового  препаратов  с  целью  получения  материала  из  легких  для
дополнительного исследования.
Флуоресцентная  эндоскопия  основана  на  эффекте  флуоресценции  и
регистрации в опухоли концентрации эндогенных фотосенсибилизаторов, это
метод наиболее перспективный для выявления скрытных микроочагов рака
слизистой оболочки [17].
1.1  Гистологические  типы  рака  легкого  человека  и
морфологическая    характеристика
Рак  легкого  отличается  многообразием  гистологических  типов  и
характеризуется ранними рецидивами метастазированием.
Различают центральный рак легкого, возникающий в крупных бронхах
(главном,  промежуточном,  долевом,  сегментарном  и  субсегментарном)  и
периферический,  исходящий  из  эпителия  более  мелких  бронхов  или
локализующийся в паренхиме легкого [20].
При центральном раке по направлению роста  выделяют экзофитный
(эндобронхиальный)  рак,  когда  опухоль  растет  в  просвет  бронха  и
эндофитный (экзобронхиальный) рак с преимущественным ростом опухоли в
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толщину  легочной  паренхимы.  Разветвленный  рак  с  муфтообразно
перибронхиальным ростом опухоли вокруг бронхов. Чаще всего наблюдают
смешанный  характер  роста  опухоли   с  преобладанием  того  или  иного
компонент [20].
При  периферическом  раке  легкого  различают  узловую  округлую
опухоль,  пневмониеподобный  рак  легкого  и  рак  верхушки  легкого  с
синдромом Пэнкоста [20].
В  целом,  рак  легкого  подразделяют   на  2  типа  –  мелкоклеточный
(МКРЛ)  и  немелкоклеточный  (НМКРЛ),  более  80%   рака  легкого
принадлежит  немелкоклеточному  раку  легкого  (НМРК),  эта  группа
отличается  по  своим  молекулярно-биологическим  особенностям  и
клиническому течению формы заболевания [2].
Для рака лёгкого характерно большое разнообразие гистологической
структуры.  В  настоящее  время  принята  Международная  гистологическая
классификация [22].
• Плоскоклеточный (эпидермоидный, веретеноклеточный) рак
• Мелкоклеточный рак
— Овсяноклеточный
— Рак из клеток промежуточного типа
— Комбинированный овсяноклеточный рак
• Железистый рак (аденокарцинома)
— Ацинарная аденокарцинома
— Папиллярная аденокарцинома
— Бронхиолоальвеолярный рак
— Солидный рак с образованием слизи
• Крупноклеточный рак
— Гигантоклеточный
— Светлоклеточный
• Железисто-плоскоклеточный (диморфный) рак
• Рак бронхиальных желёз
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— Аденокистозный рак
— Мукоэпидермоидный рак
— Другие типы
• Другие
Плоскоклеточный  рак  легкого,  самый  распространенный  тип  РЛ,
составляет 40-50% всех случаев бронхогенного рака, зависим от экзогенного
фактора –  курения [1].  Этому типу рака подвержены 44% мужчин и 25%
женщин [17] .
Мелкоклеточный РЛ  занимает второе место по частоте среди опухолей
грудной клетки после НМРЛ и составляет около 13% случаев заболеваемости
[14].
МРЛ  –  наиболее  агрессивный  тип  рака  легкого,  определяется
специфическим  набором   генетических  аббераций,  включая  потерю  гена-
супрессора опухоли р53 (>75%) и  Rb1 (>90%) и амплификацию любого из
Мус онкогенов [59,61].  Он характеризуется быстрым ростом,  наблюдается
диссеминация  опухоли  [1].  При  естественном  течении  заболевания
большинство больных умирают в течение 6 месяцев с момента постановки
диагноза [61].
Аденокарцинома чаще встречается у женщин (42% случаев), у мужчин
– 28% [1].
Крупноклеточный  рак  встречается  редко,  является  наименее
дифференцированным РЛ [1].
Железисто-плоскоклеточный  рак   представлен  элементами
плоскоклеточного  рака  и  аденокарциномы  и  составляет  около  1%
злокачественных поражений легкого [9].
Бронхиолоальвеолярный  рак  –  один  из  вариантов  аденокарциномы,
хорошо  дифференцированная  опухоль,  способна  к  аэрогенному  и
лимфогенному распространению [59].
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Аденокистозный  РЛ,  карциноид,  мукоэпидермоидный  рак  –  редкие
типы РЛ, прогноз выживаемости благоприятнее, чем у других формах РЛ [1].
1.1.2 Биомаркеры рака легкого
Биологические  молекулы,  найденные  в  крови,  других  жидкостях
организма или тканях,  это первый признак нормального или ненормального
процесса,  состояния  или  заболевания.  Опухолевые  биомаркеры  –  это
хороший  фундамент  в  понимании  биологии  рака.  Они  не  только
способствуют  ранней  диагностике  рака,  но  также  могут  предоставить
важную прогностическую информацию [20]. Также опухолевые биомаркеры,
являются  значимым  звеном  при  выборе  соответствующего  лечения,  что
очень  важно для  клиницистов [17].  В  настоящее  время,  для  клинического
скрининга использует ряд известных биомаркеров рака легкого. К примеру,
цитокератины CYFRA 21-1, EGFR [ErbB1, HER1], фактор клеточной адгезии
EpCAM,  предшественник  гастринрилизинг  пептида  ProGRP,  раково-
эмбриональный  антиген  CEA  и  другие.  Однако  специфичность  и
информативность серологических методов не всегда высока [26, 52, 55].
Например,  при  немелкоклеточном  раке  легкого  (НМРЛ)
чувствительность первичной диагностики по маркерам CEA, NSE, CYFRA
21-1  составляет  55,  38  и  65%,  а  специфичность  –  70,  97  и  87%,
соответственно. При мелкоклеточном раке легкого (МРЛ) чувствительность
по тем же маркерам составляет 43, 49 и 36%, а специфичность 76, 95 и 96%,
соответственно [40, 52, 55].
Для идентификации белковых онкомаркеров в крови и ткани опухоли
используют  иммунохимические и иммуногистохимические методы. 
Для неинвазивного выявления биомаркеров рака легкого используют
различные биологические материалы – ткани, кровь, конденсат выдыхаемого
воздуха,  мокроту,  мочу.  Однако  одним  из  наиболее  перспективных
материалов  для  поиска  биомаркеров  является  кровь,  так  как  является
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субъектом  попадания  опухолевого  материала  из  первичного  очага.
Соответственно,  кровь  –  это  биопсийный  материал,  получаемый
малоинвазивным  путем,  который  представляют  собой  сложную  матрицу,
содержащую  опухолеассоциированные  липиды,  белки,  РНК,  микроРНК,
ДНК,  ЦОК  и  другие  циркулирующие  клетки  (иммунные,  стромальные  и
эндотелиальные) [50].
Для  повышения  эффективности  терапии  рака  легкого,  клиницистам
нужно знать каким гистологическим типам рака соответствуют те или иные
молекулярные  макеры и  какие  гены экспрессии  при  этом  задействованы
[55].  Сейчас   для  диагностики  рака  легкого  применяют  несколько
установленных биомаркеров.  Часть  белков-биомаркеров,  применяемых для
диагностики рака легкого, приведена в таблице 1.
Таблица  1  – Характеристика  белковых  маркеров  рака  легкого  (РЛ),
использующихся в клинической практике
Ген Маркер Характер
нарушений при РЛ
*CEA  (раково-эмбриональный
антиген)  
*NSE  (нейрон-специфическая
енолаза, гликолитический фермент)
*CYFRA 21-1
 (фрагмент цитокератина 19) 
*TPA  (тканевой  полипептидный
антиген) 
*ProGRP  (предшественник
 гастринрилизинг пептида)
Увеличение
концентрации
»
»
»
»
CMYC,
NMYC**
c-myc,  N-myc (участие  в  процессах
роста, дифференцировки и апоптоза
клеток)
Гиперэкспрессия
Амплификация
Ki67** Ki67  (контроль  пролиферации Гиперэкспрессия
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клеток)
Bcl2** Bcl2 (регуляция апоптоза) То же
ERBB1  (HER1)
**
EGFR  [ErbB1,  HER1]  (рецептор
эпидермального  фактора  роста,
контроль  пролиферации
эпителиальных клеток)
»
VEGF** VEGF  (фактор  роста  эндотелия
сосудов, индуктор неоангиогенеза)
Гиперэкспрессия
Цитокератины AE1/AE3 и 
цитокератин 7 [CK7] 
(эпителиальный маркерный белок) 
Хромогранин B и C 
(нейроэндокринный маркерный 
белок) » » Синаптофизин 
(нейрональный маркерный белок)
То же
TTF1** TTF-1 (тиреоидный 
транскрипционный фактор-1)
»
COX2** COX-2 (циклооксигеназа) (контроль 
клеточного цикла)
»
MMP9** MMP9 (матриксная 
металлопротеиназа)
»
Β-катенин 
(CTNNB1)**
CDH1**
Виментин,** 
S100A4
Β-катенин (участие в клеточной 
адгезии)
Е-кадгерин (межклеточная  адгезия,
клеточная подвижность,
пролиферации эпителиальных
клеток)
»
»
PRAD1** Циклин  D1  (регуляция  клеточного
деления) 
Гиперэкспрессия
Амплификация
MUC16** Cancer Antigen 125 (CA-125) Гиперэкспрессия
* Широко используются в клинической практике.
 ** Потенциальные онкомаркеры.
Несмотря  на  большие  усилия,  затрачиваемые  на  поиск  биомаркеров
рака легкого, пока не получено достаточно чувствительных и специфичных
биомаркеров, которые используются для ранней диагностики и определения
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гистологических  типов  РЛ,  что  связанно  с  большим  фенотипическим
разнообразием опухолей.
.2 Аптамеры  новые  перспективные  биораспознающие
молекулы
Аптамеры (от  лат.  aptus  –  подходить)  –  одноцепочечные  молекулы
ДНК или РНК, способные специфически связываться с любыми молекулами-
мишенями благодаря уникальной пространственной структуре. 
Характерной  особенностью  аптамеров  является  способность  к
формированию выраженной вторичной структуры. Во многих случаях было
показано,  что  наиболее  важными  для  специфического  взаимодействия
аптамеров с мишенями являются неспаренные участки олигонуклеотида,  а
участки со стабильной вторичной структурой необходимы для подержания
правильного взаиморасположения элементов узнавания. Это подтверждается
тем, что многие участки аптамеров в свободном виде не структурированы и
приобретают стабильную конформацию только после связывания с мишенью
[11]. 
Функционально аптамеры представляют собой аналоги естественных
антител, обладающих, в силу своих физико-химических свойств и способа
получения, рядом преимуществ по сравнению с естественными антителами –
высокой специфичностью, стабильностью, слабой иммуногенностью [12]. 
Выбор  аптамеров  основан  на  скрининге  большого  числа
последовательностей  в  библиотеках  in  vitro,  благодаря  чему  удается
подобрать  аптамеры  с  высокой  специфичностью  к  практически  любой
мишени –  от  маленьких неорганических  ионов  до  интактных клеток  [11].
Метод  отбора аптамеров  получил  название  SELEX  (от  англ.  Systematic
evolution  of ligands by exponential enrichment –  систематическая  эволюция
лигандов при экспоненциальном обогащении) [11]. 
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На основании проделанного отбора выбирают аптамеры с наибольшей
аффинностью  и  специфичностью  к  мишеням.  Далее  выделяют  отдельные
клоны  аптамеров,  в  ходе  чего  получается  несколько  уникальных
последовательностей с определенными вторичными структурами, благодаря
бактериальному клонированию и секвенированию [16].
При исследовании аффинности каждого клона аптамеров выбирают те,
которые обладают наибольшей аффинностью по отношению к своей мишени.
Это  связано  с  тем,  что  наиболее  аффинные лиганды,  как  правило,  имеют
большую  площадь  взаимодействий  с  мишенью  и  образуют  с  ней  очень
плотные  «комплементарные»  контакты.  После  получения  искусственных
аптамеров их используют для создания средств диагностики и/или терапии.
.3 Диагностика на основе аптамеров
Использование  аптамеров  в  качестве  диагностических  средств
позволяет идентифицировать разные виды и стадии заболеваний [16].  При
этом  для  определения  маркеров  заболевания  требуются  очень  малые
количества  крови  или  других  биологических  жидкостей,  поскольку
чувствительность  сенсоров  на  основе  аптамеров  очень  высока.  В  число
мишеней  аптамеров  входят  антибиотики,  дисахариды,  аминогликозиды,
органические красители, нейротрансмиттеры, порфирин и биотин [14]. Для
детекции  биомаркеров  могут  быть  использованы разные  виды сенсоров  –
электрохимические,  оптические,  пьезоэлектрические  [16].  Методы
диагностики  на  основе  аптамеров  имеют  ряд  преимуществ,  в  первую
очередь,  хорошую  чувствительность  и  высокую  скорость  определения,  и,
также, возможность обнаружения с помощью устройств различного рода. 
К преимуществам аптамеров, как средству детекции, следует отнести
их  способность  распознавать  молекулы,  характерные  для  клеток,
находящихся  в  разной  стадии  развития  или  функциональной  активности.
Аптамеры  распознают  поверхностные  антигены  с  разностью  в  силе
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связывания  до  100  раз  [17].  Эта  способность  аптамеров  делает  их
чувствительным инструментом для распознавания клеток с разной степенью
дифференцировки, на разных стадиях развития заболевания или полученных
от разных людей [20, 21].
Аптамеры,  специфичные  для  опухолей  различных  типов,  обычно
подбираются к целым раковым клеткам или рекомбинантным опухолевым
белкам. Однако аптамеры, которые подобраны к цельным раковым клеткам,
являются специфичными только к поверхностным белкам, находящимся на
клеточной мембране. 
В  крови  онкобольных  находятся  не  только  циркулирующие
опухолевые  клетки,  но  и  некротические  клетки,  апоптотические  тельца,
микроэболы,  экзосомы,   продукты  распада  опухоли,  которые  содержат
большое  количество  внутриклеточных  молекул-мишеней.  Большой  спектр
молекулярных  мишеней,  дает  возможность  для  лучшей  диагностики
онкологических заболеваний, подобрав более специфичный и аффинный пул
аптамеров,  все  это  создает  предпосылки  для  разработки  более
чувствительного метода выявления онкологии на ранней стадии.
Одним из свойств опухолевых клеток является изменение морфологии
и  движения  клеток,  выражающееся  в  ухудшении  адгезионных
взаимодействий  клеток  друг  с  другом  и  внеклеточным  матриксом,  что
приводит к подвижности клеток и попаданию их в кровоток [9]. Поэтому для
диагностики  онкозаболеваний  применяют  методы  выявления
циркулирующих опухолевых клеток в крови.
Распространенным  методом  выявления  раковых  клеток  в  крови
является их окрашивание с помощью меченых антител.
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1.4Значение  Циркулирующих  опухолевых  клеток  в  образовании
опухоли и метастазировании
В  момент  образования  опухоли  в  организме  человека,  в
периферической крови появляются различные биомаркеры рака,  такие как
циркулирующие  опухолевые  клетки  (ЦОК),  циркулирующие  опухолевые
микроэмболы  (ЦОМ), экзосомы и  др.  [62].  Эти  клетки  могут  отражать
характеристики текущего состояния соответствующей первичной опухоли и
ее метастатических отложений.
ЦОК представляют собой клетки  эпителиального  происхождения,  от
больных с различными формами солидного рака.  Однако  после активации
протоонкогенов (Src, Ras)  запускаются скрытые эмбриональные программы,
в  результате  которых  клетка  теряет  набор  эпителиальных  антигенов  и
приобретает  мезенхимальные  [62], вследствие  чего  клетка  приобретает
миграционные способности. ЦОК,  в этом случае удается избежать не только
иммунной реакции, но и аноикоза - формы апоптоза, возникающей  в случае
аномальных  межклеточных  контактов  [72].  Это  может обеспечить  им
потенциальную способность к метастазированию.
Опухолевые  клетки  могут  находиться  в  кровотоке,  как  единичные
клетки,  так  и   в  виде  колоний,   находящихся  в  состоянии  покоя  или
проникающие во вторичные органы,  образуя  преметастатическую нишу,  в
течение долгого времени. [72].  Для дальнейшей пролиферации опухолевые
клетки, восстанавливают эпителиальные свойства за счет обратного процесса
мезенхимально-эпителиального  перехода,  это  способствует  образованию
вторичных  новообразований  [72].  Почти  к  90%  смертей  пациентов  с
онкологическими  заболеваниями  приводит  именно  способность  ЦОК  к
раковому рецидиву [71,72].
На  сегодняшний  день   активно  разрабатываются  методы   по
использованию  ЦОК,  ЦОМ  в  качестве  биомаркеров  рака  легкого,  тем  не
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менее,  пока  методы  их  выявления  в  крови  не  были  использованы  в
клинической практике при лечении онкологических больных [39].
1.5Механизмы  попадания  опухолевых  клеток  в  кровоток.
Формирование метастазов
Метастазирование,   представляет  собой  биологически  сложный
процесс  с  огромным  динамичным  и  кинетическим  разнообразием  по
различным  типам  рака.  Этот  процесс,  включает  несколько  случайных
событий,  включая  миграцию  клеток,  локальную  инвазию,  интравазацию
опухолевых клеток в кровоток, распространения, задержание на вторичных и
первичных  областях,  транссудацию  в  отдаленных  местах,  колонизацию,
приживление в отдаленных местах,  и,  наконец,  формирование клинически
обнаруживаемых метастазов [69]. 
Рисунок 1 – Процесс метастазирования
Опухолевые  клетки  могут  достигать  кровотока  путем  интравазации;
это активный процесс поддерживается ЭМП (эпителиально-мезенхимальный
переход),  а  так  же  происходит  секреция  ферментов  таких  как,  серин,
цистеиновые  протеазы,  матричных  металлопротеаз,  для  разрушения
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базальной мембраны кровеносных сосудов [53].  В этих случаях, ЦОК, скорее
всего, циркулируют в кровотоке в виде отдельных клеток. Альтернативный
вариант,  это  клеточные  кластеры  –  это  циркулирующие  опухолевые
микроэмболы (ЦОМ),  насчитывающие от 2-х до 50 опухолевых клеток [34,
46].  По сравнению с  единичными клетками (ЦОК),  ЦОМ присутствуют в
крови на более низком уровне, но имеют ряд особенностей, они не имеют
апоптотических  клеток,  что  обеспечивает  лучшее  выживание,  более
устойчивы  к  химиотерапии.  ЦОМ возникают  из  -  за  высокой  экспрессии
плакоглобина - белка адгезии, связанного с клеточной мембраной. Высокий
уровень экспрессии плакоглобина, и все выше перечисленные особенности
могут  обеспечить  преимущество  выживания  и  достижения  отдаленных
органов [24, 41].
Кроме циркуляции в кровеносном русле,  ЦОК может осадить фильтрат
в свои первичные опухоли,  что может повлиять на ее развитие. Это явление,
называемое  «self-seeding»,  вероятно,  этот  процесс  происходит  также  на
удаленных метастатических объектах [24].
Для  образования  метастазов,  мезенхимальные  ЦОК  путем
экстравазации изливаются во вторичные области, а затем восстанавливают
эпителиальный  фенотип,  с  помощью   мезенхимально  -  эпителиального
перехода  (МЭП),   в  дальнейшем  происходит  их  приживление  и
формирование предметастатической ниши [41].
Опухолевые клетки могут находиться в  состоянии покоя, на различные
периоды времени,  которые  могут  длиться  в  течение  нескольких  лет.  Они
могут  подвергаться  изменениям  обмена  веществ,  чтобы приспособиться  к
новому  окружению,  и  после  успешного  приживления  и  колонизации,
образованием  детектируемых  метастазов,  которые  могут  перерасти  в
клинически значимые поражения.
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1.5.1 Принципы  действия  эпителиальных  и  мезенхимальных
переходов  опухолевых  клеток.  Значение  состояния  покоя  опухолевых
клеток в формировании метастаз
Необходимым  условием  для  распространения  опухолевых  клеток
является  эпителиально-мезенхимальный  переход  (ЭМП)  -  программа,
которой  следуют  раковые  клетки,  что  бы  приобрести  метастатические
функции. 
Следовательно, можно охарактеризовать ЦОК как эпителиальные или
мезенхимальные клетки, в частности от  степени перехода. Эпителиальные
антитела  клеточной  адгезии  (ЕрСАМ)  [57],  цитокератины  [66],  или
эпителиальный  регулятор  сплайсинга  1  (ESPR1)  [70]   характеризуют
выраженный  эпителиальный фенотип, в то время как N – Кадгерин [37] или
Виментин [48] имеют мезенхимальный фенотип.
 ЭМП  развивается  вследствие  индукции  биохимических  программ,
связанных с активацией факторов транскрипции, как TWIST1, Snail, Slug и
ZEB1/2  [65,  67].  В  итоге  происходит  разрыв  прочных  межклеточных
соединений по типу кадгеринов, активация клеточного движения,  факторы
Snail секретируют  MMP-  9,  которые  вызывают  протеолиз  базальной
мембраны кровеносных сосудов, что является предпосылкой к интравазации,
при  этом  сохраняются  функции  рецепторов  интегринов  [31,  35,  34,  58].
Идентифицированы ZEB1 и ZEB2 – белки с доменом «цинковые пальцы»,
способные  напрямую  связываться  с  промоторами,  индуцируя  экспрессию
генов  мезенхимальных  маркеров  и  подавляя  экспрессию  Е-кадгерина  и
некоторых других маркеров эпителиальной ткани [25,28, 29]. Аналогичным
образом  Snail  и  Slug  способны  подавлять  экспрессию  гена  Е-кадгерина,
прямо  связываясь  с  его  промотором,  продукцию  таких  эпителиальных
белков,  как  десмоплакин  и  клаудин,  проапоптозных  генов,  в  частности
PUMA, ATM и PTEN, которые обычно активируются в р53 пути апоптоза,
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активировать  экспрессию  виментина  и  матриксных  металлопротеиназ,
повышая тем самым клеточную миграцию [47, 60].  
Для  дальнейшей  пролиферации  опухолевых  клеток,  происходит
обратный процесс мезенхимально – эпителиальный переход (МЭП). 
Костно - морфогенетический белок (BMP), вызывает микроРНК-205 и
микроРНК-200, особенно через пути BMP7. Семейство микроРНК, которые
индуцируют CDH1 промотор и подавляют выражение ZEB1 и ZEB2 [45], и
тем самым способствует MЭП.
ZEB1 и ZEB2 факторы подавляют некоторые конкретные микроРНК
200  (MIR-200),  в  частности,  микроРНК-200c,  которая  ориентирована  на
Polycomb группа Bmi1, существенный регулятор возобновления стволовых
клеток, действует  как, репрессор различных генов, путем модуляции статус
хроматина  [45,  63  64].  Все  больше и  больше в   докладах  подчеркивается
важность  обратной  связи  микроРНК-200  /  ZEB в  определении  будущего
эпителиальных и мезенхимальных опухолевых клеток [38]. Таким образом,
существует три различных состояния в континууме между эпителиальной и
мезенхимальной  дифференцировкой:  эпителиальные  (высокий  уровень
микроРНК-200  /  низкий  ZEB),  мезенхимальные  (низкий  микроРНК-200  /
высокий ZEB).
Большинство  клеток  до  формирования  метастазов,  находятся  в
состоянии покоя. Многие ключевые факторы модулируют покой опухолевых
клеток. Среди них, баланс двух известных путей, р38 митоген-активируемой
протеинкиназы (МАРК) и внеклеточной регулируемой киназы ЭРK (N-Myc
ниже  регулируемых  генов  1),могут  быть  ключевыми  определяющими
факторами  [44].  Высота  отношение  ЭРK  /  p38  наблюдается  в
метастатических  поражениях  [25].   Так  же  участвуют  еще  некоторые
факторы,  которые  вовлечены  в  процесс  покоя.  Например,  фибробласты
выражают  периостин,  который  увеличивает  сигнализацию  Wnt  в  раковых
стволовых клетках, в результате чего возникает метастатическая колонизация
[49] 
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В нише костного мозга, стволовые клетки, стромальные клетки, такие
как остеобласты, через TGF-р2, индуцируют низкие частоты экспрессии из
ЭРK / P-38 и р27, ингибируя CDK4, и таким образом вызывают состояние
покоя раковых клеток [29]. Таким же образом, костно - морфогенетический
протеин-7  (BMP-7),  связывается  с  BMPR2,  который  активирует  p38  и
повышает  экспрессию ингибитора  клеточного  цикла  р21  гена  супрессора.
[44]. Макрофаги, клетки CD4 + и CD8 + T, в основании иммунной ниши,
используют  фактор  некроза  опухоли,  рецептор  1  (TNFR1)  и  интерферон-
гамма (IFN-gamma) для того, чтобы побудить антиангиогенные хемокины и
предотвратить распространение канцерогенеза стволовых клеток [51]. Более
конкретно,  CD4  +  Т-клетки  продукты  CXCL9  и  CXCL10,  которые  были
описаны, ингибируют ангиогенез [56].  
Покой  клеток  выступает,  как  важное  явление  в  рецидиве  рака,  это
предполагает  более  высокую  устойчивость  против  целевых  и  обычных
методов  лечения,  и  после  длительного  периода,  опухолевые клетки  могут
покинуть, это особое состояние покоя, и развивать потенциальные метастазы
[43]. 
1.6Факторы опасности ЦОК для больного
Сохранение  ЦОК в кровотоке  ограничено,  их  период полураспада  в
пределах  60-160  мин  [54].  Таким  образом,  большинство  ЦОК  в
кровообращения  может  умереть,  возможно,  результат  потери  сигналов
выживания матричных производных или сдвиг кровеносного  напряжения.
Тем  не  менее,  ЦОК  в  крови  должны  содержать  клетки,  способные
инициировать  рост  метастазов  в  отдаленных  органах.  Это  предположение
подтверждается  клиническими  данными,  так  как  подсчет  ЦОК
демонстрирует   связь  с  уменьшением  прогрессирования  и  общей
выживаемости у пациентов с раком молочной железы, простаты, легких и
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колоректального рака [26,32,36,63].   В самом деле,  во  многих типах рака,
число опухолевых клеток  имеет прогностическое значение [30]. 
Количество  циркулирующих опухолевых  клеток  резко  возрастает  во
время хирургического вмешательства, при грубых манипуляциях опухолью
без соблюдения принципов абластики, а так же количество циркулирующих
клеток изменяется в зависимости от эффективности проводимого лечения.
Так,  если  после  завершения  адъювантной химиотерапии в  крови  больных
определяются  циркулирующие  цитокератин  презентирующие  клетки
(СК19+), таких больных примерно 30%, риск рецидива возрастает в 3,8 раза,
а безрецидивный интервал оказывается короче. Ожидаемая частота рецидива
у  этих  больных  составляет  70%. При  многофакторном  анализе  было
показано,  что  циркулирующие  опухолевые  клетки,  высокая  плотность
сосудов  в  опухоли  и  гиперэкспрессия  некоторых  специфических  белков,
являются независимыми прогностическими признаками раннего рецидива, а
стандартные схемы химиотерапии у  больных не улучшают прогноз [68].
1.7 Клиническое применение методов обнаружения ЦОК
 В то время как применение ЦОК для диагностики заболевания до сих
пор не  документировано,  метод по  обнаружению ЦОК обладает  большим
потенциалом, по контролю заболевания. Несколько приложений могут быть
предусмотрены или  установлены для  клинического  использования  ЦОК в
зависимости от стадии заболевания. Обнаружение ЦОК у лиц с повышенным
риском развития злокачественных заболеваний все еще не сообщалось. Это
приложение может разрешить использование ЦОК для профилактики рака
или очень раннего обнаружения. 
После  диагностики  первичной  опухоли  и  ее  резекции  с  лечебной
целью,  ЦОК можно было бы искать для выявления минимальной остаточной
болезни  (МОБ).  После  рецидива  или  диагностики  метастатического
заболевания,  ЦОК  могут  быть  использованы  для  мониторинга  эволюции
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опухоли.  ЦОК  может  обеспечить  прогнозирующие  биомаркеры,  которые
могут  направлять  терапевтические  решения,  принимаемые  врачами.  Если
развивается  сопротивление,  ЦОК  может  обеспечить  дополнительные
лекарственные цели, и в зависимости от этой и предыдущей терапии, врачи
могут принять решение о нерабочем использовании метода для некоторых
групп.  
В настоящее время существует ряд коммерческих систем / методов  по
улавливанию, обнаружению циркулирующих биомаркеров в крови больных
онкологическими заболеваниями.  Ниже приведен ряд уже известных систем.
1. CellSearsh system, Ariol
Иммуномагнитные  методы основаны на  взаимодействии опухолевых
клеток  с  антителами  против  маркеров  ЦОК  с  конъюгированными
магнитными  частицами.   Система  позволяет  выявить  циркулирующие
EPCAM(+), CD45(-) клетки [6]. 
При использовании данной технологии образец  крови  помещается  в
аппарат,  где  обогащается  магнитными  частицами.  Идентификация  клеток
осуществляется  с  помощью  флюоресцентно-меченых  к  EPCAM  антител,
лейкоцитарному антигену CD45 и ядерному красителю DAPI.  В результате
реакции опухолевые клетки взаимодействуют с намагниченными к  EPCAM
(зеленая метка) и CD45 (красная метка) антителами. Далее под воздействием
магнитного  поля  опухолевые  клетки  остаются  на  поверхности  и
автоматический счетчик считывает количество клеток, исключая лейкоциты
(CD45+) [6].
Таким образом, система позволяет не только отделить лейкоциты от
циркулирующих  эпителиальных  клеток,  но  и  подсчитать  последние.  По
данным  некоторых  исследователей,  чувствительность  данного  прибора
составляет около 5 ЦОК на 7,5 мл крови. 
2. Автоматическая цифровая микроскопия (FAST+ADM) 
Наиболее популярны в настоящее время:  технология автоматической
цифровой микроскопии (ADM) и массивное оптоволоконное сканирование
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(FAST).  Использование  FAST и  ADM совместно  помогает  выявить  очень
редкие эпителиальные клетки из всего образца крови после предварительной
обработки флюоресцентно-мечеными антителами к цитокератинам [6].
3. Лазерная сканирующая цитометрия (MAINTRAC) 
Другой метод обнаружения циркулирующих эпителиальных клеток из
цельной крови – MAINTRAC – заключается в использовании сканирующей
лазерной  цитометрии  образцов  крови,  окрашенных  антителами  против
клеток,  экспрессирующих  EpCAM  и  не  обладающих  лейкоцитарным
маркером CD45 [6].
4. EpiSpot
Метод, основанный на обнаружении белка, высвобождаемого ЦОК, в
частности,   СК19.  Фенотипирование  и  определение  индивидуальных
биологических характеристик клеток проводятся после их идентификации.
Для  обнаружения  жизнеспособных  клеток  используется  функциональный
тест  EPISPOT  (Epithelial  ImmunoSPOT).  Данная  технология  оценивает
присутствие  ЦОК  на  основе  выделяемых  ими  белков  в  процессе  24–48-
часового культивирования [27]. 
5. CTC-chip
 Метод  основан  на  микропроточной  системе,  позволяет  с  высокой
специфичностью количественно определить наличие ЦОК в образце крови
при  помощи  связывания  клеток  с  антителами  против  EpCAM,  которыми
покрыты  ячейки  чипа.  Через  чип  пускается  образец  крови  в  строго
определенных условиях ламинарного течения [6].
6.  AdnaTest (AdnaGen)
          Исследования,  основанные  на  определении  специфической  для
обнаружения  жизнеспособных  ЦОК  матричной  РНК  также  получили
широкое  распространение  и  рассматриваются  как  альтернатива
иммунологическим исследованиям для идентификации ЦОК. Основанный на
определении  РНК  коммерческий  тест  использует  неколичественную
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обратно-транскриптазную  ПЦР  для  идентификации  клеток,  которые
экспрессируют специфичные для опухолей транскрипты генов[6].
7. ISET
Так же,  используются фильтрационные методики. Методика основана
на фильтрации крови пациентов через мембрану с заданными размерами пор
(ISET –  Isolation  by  Sizе  of  Tumor  cells).  Для  анализа  используется  кровь
пациентов  в  количестве  от  1  до  10  мл,  которая  фильтруется  через
поликарбонатную  мембрану  с  калиброванными  цилиндрическими  порами
диаметром 8 мкм. После фильтрации мембрана высушивается, промывается
и  окрашивается.  Окрашенные  препараты  далее  анализируют  на  световом
микроскопе [6,7,13,].
8. GILUPI
Обнаружение  ЦОК  in  vivo.  Такой  подход  в  настоящее  время
реализуется  с  помощью  нанодетектора.  За  30  минут  применения  этого
устройства в локтевой вене до 1,5 л крови (содержащей ЦОК) проходит через
функционирующую  зону  нанодетектора  размером  2  см,  что  позволяет
обнаружить  большое  число  ЦОК,  содержащих  антитела  анти-EpCAM.
Этот новый нанодетектор испытан на небольшом числе проб от пациентов и
нуждается в валидации при многоцентровых исследованиях для того, чтобы
подтвердить  его  клиническую  приемлемость  по  сравнению  с  другими
технологиями обнаружения ЦОК [6].
9. Система VTX-1
             Компания Vortex Bioscience выпустила новый для проведения жидкой
биопсии  -  прибор,  который  автоматизирует  извлечение  из  цельной  крови
циркулирующих  в  ней  раковых  клеток.  Эта  технология  основана  на
применении  микрофлюидных  чипов  с  последовательностью  ячеек,
соединенных  с  помощью  узких  каналов.  Кровь  пропускается  через  эту
систему,  и в ячейках возникаю миниатюрные жидкие вихри. При этом более
крупные  клетки  откладываются  в  повторяющихся  круговых  структурах  -
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"ловушках",  а  более мелкие клетки в них не попадают и проходят сквозь
выходные каналы. 
Раковые  клетки,  как  правило,  более  крупные,  чем  красные  и  белые
кровяные тельца,  поэтому эта  микрофлюидная  система  позволяет  клеткам
крови  пройти  сквозь  нее,  одновременно  задерживая  внутри  ячеек
циркулирующие в крови клетки рака. После того, как вся кровь из образца
проходит сквозь систему, она аккуратно промывается, а отобранные клетки
рака отбираются для анализа [6,7,13,]
Большинство приведенных методов основываются на захвате клеток с
эпителиальными  свойствами,  при  ЭМП  опухолевая  клетка  приобретает
мезенхимальные  характеристики,  тем  самым  часть  ЦОК  могут  быть  не
идентифицированы.  Это  повышает  риск  рецидива,  поэтому  клиники
нуждаются в более чувствительных и специфичных методах.
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2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
2.1 Объект исследования
В исследование включены 27 образцов крови  больных раком легкого,
прооперированных в торакальном отделении КГБУЗ «Красноярский краевой
клинический онкологический диспансер им. А.И. Крыжановского» (КККОД).
Критерии включения в исследование: 
Средний возраст пациентов составил 60,3±2,0 лет, среди них мужчин –
18 (70,0%), женщин – 9 (30,0%).
Морфологически выявлены следующие гистологические варианты рака
лекого:  плоскоклеточный  рак  –  у  11  больных,  аденокарцинома  –  у  9,
мелкоклетоныый рак легкого – у 3, другие гистотипы– у 4.
Группу контроля составили 10 здоровых лиц в возрасте от 22-65 лет, из
них мужчин – 2, женщин – 8. 
Ткань  опухоли  и  образцы  периферической  крови  больных  раком
легкого, доброкачественными в Красноярском клиническом онкологическом
диспансере имени А.И.Крыжановского. 
Образцы  нормальной  ткани  легкого  предоставлены  Красноярским
краевым патологоанатомическим бюро. 
Образцы  периферической  крови  здоровых  людей  забирались  у
добровольцев.
Все исследования выполнены в строгом соответствии с документами,
регламентирующими  этические  нормы  проведения  исследований  с
использованием  биологического  материала  человеческого  происхождения
(решение  Локального  этического  комитета  КрасГМУ  №  37/2012  от
31.01.2012, решение Локального этического комитета КККОД № 8/2011 от
16.03.2011).
Исследования  выполнены  на  базе  лаборатории  биомолекулярных  и
медицинских  технологий  ФГБОУ  ВО  КрасГМУ  им.  проф.  В.Ф.  Войно-
29
Ясенецкого.  Часть  работ  по  пробоподготовке  выполнена  на  базе
Красноярского  клинического  онкологического  диспансера  имени
А.И.Крыжановского. 
2.2 Материалы и оборудование
В работе были использованы следующие реактивы и материалы: 
Буфер  Хенкса  (Sigma-Aldrich,  USA);  PBS-буфер  (Sigma-Aldrich,  USA);
маскирующая  ДНК  (Salmon  sperm  DNA)  (Promega  INC.,  USA);  ДНК-
аптамеры  к  послеоперационным  тканям  рака  легкого  (Integrated  DNA
techonologies, USA), лизирующий буфер NH4CI 0,42% на трисовой основе с
гепарином, магнитные частицы, бычий сывороточный альбумин (БСА) – 3%,
метиловый спирт 70%, краситель Романовский – Гимза.
Исследования были проведены с использованием флуоресцентного
микроскопа, конфокального микроскопа и др.
.3 Определение   циркулирующих  опухолевых  клеток  и  их
производных  в  крови  больных  раком  легкого  и  их  анализ  с
помощью конфокальной и флуоресцентной микроскопии
Методика  выделения  циркулирующих  опухолевых  клеток,
микроэмболов и апоптотических телец из периферической крови больных, с
помощью магнитных наночастиц.
Используется 2-3 мл концентрированных клеток крови без плазмы в
зависимости от  объема образца.  Примечание: Предварительная обработка
наконечников  пипеток  для  нанесения  образца  3%  BSA  для  уменьшения
осаждения  и  потери  опухолевых  элементов  на  пластике.  Добавление  к
растворам,  хлорида  аммония  и  фосфатного  буфера  гепарина  перед
подготовкой образцов для предотвращения свертывания крови.
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1. Образцы  периферической  крови  больных  центрифугировали  в
течение 5 минут при 3000 об/мин, после чего плазму больного убирали;
2. К  1-1,5  мл  концентрированных  клеток  добавляли  раствор
хлорида аммония,  в конечной концентрации 0,42% в соотношении 1:5 для
разрушения  эритроцитов.  Далее  образцы  инкубировали  на  шейкере,  в
течение 10 мин при комнатной температуре;
3. После  этапа  инкубации  оставшиеся  клетки  осаждали
центрифугированием, сроком на 5 мин при 3000 об/мин, убирали надосадок;
4. Оставшиеся  осадок  клеток  ресуспендировали  в  100  мкл  PBS-
буфера для восстановления объема оставшихся клеток;
5. Клеточную суспензию инкубировали с 10 мкл маскирующей РНК
с концентрацией 10нМ в течение 30 минут при комнатной температуре, для
маскировки неспецифических сайтов связывания с олигонуклеотидами;
6. Далее образец центрифугируется  5 минут при 3000об/мин, после
чего надосадок убирали;
7. К  осадку  клеток  добавляли   100  мкл  готового  раствора
биотинилированных  аптамеров,  в  конечной  концентрации  100нМ,  заранее
смешанных  с  4  мкл  магнитных  частиц.  Готовую  клеточную  суспензию
инкубировали на протяжении 30 минут;
8. По  истечению  времени,  образцы  помещались  на  магнит,
магнитные частицы с клетками и аптамерами концентрировали на боковой
поверхности пробирки, после чего удаляли надосадочную жидкость;
9. К  осадку  клеток,  добавляли  100  мкл  аптамеров,  меченных
флуоресцентной  меткой   в  конечной  концентрации  50нМ.  Окрашенный
образец инкубировали на протяжении 30 минут;
10.  Для  количественного  определения  циркулирующих  опухолевых
клеток и микроэмбол в крови больных готовили мазки. Для приготовления
мазков,  приготовленные  окрашенные  образцы  центрифугировали  5  минут
при 3000 об/мин, убирали надосадок. Осадок наносили на предметное стекло.
Мазки фиксировались в метаноле в течение 5 минут, затем окрашивались с
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помощью красителя Романовского-Гимза. 
Образцы исследовали с помощью флуоресцентного микроскопа.
Рисунок 2 - Выделение ЦОК, апоптотических телец и микроэмбол из
периферической крови онкологических больных с помощью магнитной
сепарации (Протокол №2)
Данный метод  обладает рядом преимуществ. Во-первых, используется
комплекс аптамер + магнитные частицы, который работает на направленный
захват ЦОК и их производных, тем самым отделяя их от остальных клеток
крови. В результате мы имеем образец с минимальным количеством красных
и белых клеток крови и других клеточных обломков.
 Во-вторых,  как  известно  продолжительность  жизни  многих  ЦОК в
крови 1-2  часа.  В  предыдущем протоколе  на  начальных этапах,   уходило
много  времени  на  лизирование  белых  клеток,  что  могло  отрицательно
сказаться на количестве опухолевых клеток в образце.  Новый метод идет без
затрат времени на лизис лейкоцитов, а следовательно, все ЦОК, ЦОМ, и др
производные  будут  сохранены  в  образце,  что  безошибочно  повлияет  на
клинический анализ.
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Инкубация
с
2.4 Приготовление гистологических срезов с помощью аптамеров и
их анализ с помощью конфокальной и флуоресцентной микроскопии
Образцы ткани размером приблизительно 5×5мм трижды промывали в
фосфатном буфере, содержащем Ca2+  и Mg2+  в лунке планшета с помощью
шейкера, таким образом, что каждый цикл отмывки длился 5 минут. 
После  этого  ткань  инкубировали   маскирующей  ДНК  в  конечной
концентрации 1 нг/мкл, в течение 2 часов при температуре 60С на шейкере.
Затем образцы ткани трижды промывали фосфатным буфером, содержащим
Ca2+ и Mg2+.  Далее образец инкубировали в лунке планшета с аптамерами,
меченными флуоресцентными метками в конечной концентрации 50 нМ в
течение 2 часов при температуре 60С на шейкере. После чего не связавшиеся
последовательности  удаляли  путем  трехкратного  промывания  с  помощью
фосфатного буфера содержащего Ca2+ и Mg2+. 
Для  получения  срезов  окрашенный  образец  ткани  фиксировали  с
помощью охлаждающего геля на металлических пластинах, замораживали с
помощью  жидкого  азота  и  резали  с  помощью  криостата  Microm HM525.
Полученные  срезы  толщиной  5  мкм  помещали  на  предметные  стекла,  и
фиксировали  под  покровными  стеклами  с  помощью  полистирола.  Часть
полученных срезов окрашивали с помощью гематоксилина и эозина и также
фиксировали на предметных стеклах с помощью полистирола и накрывали
покровными  стеклами.  Готовые  образцы  тканей  исследовали  с  помощью
лазерно-сканирующего  микроскопа  Carl Zeiss LSM 780,  флуоресцентного
микроскопа  OPMI Pentero (Carl Zeiss) и конфокальной микроскопии Olympus
Fluoview 10vi (Olympus Optical Co., Япония)
2.5 Статистические методы исследования
Для статистической обработки данных использовались компьютерные
программы  «Statistica 6.0»,  «IBM SPSS 17.0».  Проверка  характера
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количественных  переменных проводилась  с  помощью  критерия  Шапиро-
Уилкса.  При  нормальном  распределении  использовали  среднее
арифметическое  и  стандартное  отклонение  (М±σ).  Если  распределение
совокупностей  данных  отличалось  от  нормального,  то  для  описания
использовали медиану и квартили (Ме, С25-С75).  Значимость статистических
различий между исследуемыми группами оценивали с помощью критериев
Манна-Уитни, χ2  Пирсона.  Различия считали статистически значимыми при
р<0,05.
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
3.1  Окрашивание  и  анализ  гистологических  срезов  с  помощью
ДНК-аптамеров к раку легкого
Гистологические  срезы  больных  раком  легкого  и  здоровых  людей
использовали  для  оценки  специфичности  ДНК-аптамеров,  а  также
возможность их применения для анализа клинических образцов.
Для проверки эффективности методики окрашивания гистологических
срезов  (аптагистохимия)  использовали  ткани  аденокарциномы  и
плоскоклеточного  рака  легкого,   для  чего  применяли  FAM-меченые
аптамеры к раку легкого.  Эти аптамеры связывались с отдельными клетками
в ткани, а также с некоторыми структурами, похожими, скорее на отдельные
клеточные эпитопы.
Для исследования гистологических срезов использовали конфокальный
микроскоп  и  лазерный  сканирующий  микроскоп.  Результаты  анализа
гистологических  срезов,  полученные  с  помощью  конфокальной
микроскопии, представлены на рисунке 4.
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Рисунок 3 – Гистологические срезы аденокарциномы, плоскоклеточного рака
легкого и здоровой ткани легкого, окрашенные аптамерами  LC-17,  LC-224,
LC-18,  LC-2108, меченные флуоресцентной меткой  FAM, и аптамером  LC-
29, меченным флуоресцентной меткой Cy’3.
Для  более  детального  анализа  структур,  с  которыми  связываются
аптамеры, были изготовлены гистологические срезы больных раком легкого
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и ткани легкого здорового человека, окрашенные гематоксилином-эозином и
аптамерами, меченными флуоресцентными метками. Образцы исследовались
на  лазерно-сканирующем  микроскопе  Carl Zeiss LSM 780  (Центр
коллективного пользования Института цитологии и генетики, Новосибирск). 
Гистологическое  окрашивание  ткани  аптамером  LC-18  на  рисунке  5
показало,  что  аптамер  обладает  хорошей  способностью  связываться  с
эластическими  волокнами  и  опухолевыми  клетками  (отмечены  красными
стрелками),  некоторые  из  которых были сконцентрированы возле  железы,
которая отмечена зеленым кругом на рисунке 5 A. 
При этом нормальные кровеносные сосуды в ткани легкого здорового
человека (Рис. 5  F1), прилегающей к опухолевой ткани (Рис. 5  D2) и ткани
полученной от первого пациента (Рис. 5  A4) не были окрашены аптамером.
Таким образом, аптамер LC-18 может выступать в качестве диагностического
маркера васкуляризации ткани при неопластических процессах.
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Рисунок   4   –  Гистологические  срезы  ткани  больных  низко-
дифференцированной  аденокарциномой  («Пациент  1»),  умеренно-
дифференцированной  аденокарциномой  («Пациент  2»  и  «Пациент  3»),
прилегающей  к  опухолевой  ткани  больного  низко-дифференцированной
аднокарциномой («Пациент 4») и здорового легкого, окрашенных аптамером
LC-18, меченным флуоресцентной меткой Cy’5 и гематоксилином-эозином.
Из рисунка 6 видно, что аптамер LC-29 продемонстрировал связывание
с железистыми структурами (Рис. 6 А-С, обозначены голубыми стрелками) и
опухолевыми  клетками,  окружающими  железы  (Рис.  6  А-С,  обозначены
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желтыми стрелками). Нормальные ткани легкого условно здорового человека
(Рис. 6 F1), прилегающей к опухолевой ткани (Рис. 6D2) не были окрашены
аптамером.
Рисунок  5   –  Гистологические  срезы  ткани  больных  низко-
дифференцированной  аденокарциномой  («Пациент  1»),  умеренно-
дифференцированной  аденокарциномой  («Пациент  2»  и  «Пациент  3»),
прилегающей  к  опухолевой  ткани  больного  низко-дифференцированной
аднокарциномой («Пациент 4») и здорового легкого, окрашенных аптамером
LC-29, меченным флуоресцентной меткой Cy’5 и гематоксилином-эозином.
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Исследования  показали,  что  аптамеры  к  раку  легкого,  окрасившие
одновременно  несколько  различных  структур,  также  окрашивают
опухолевые клетки. Таким образом, данные аптамеры можно использовать
для  дальнейших  исследований  образцов  крови  больных  раком  легкого.
Приготовление гистологических образцов и их анализ проводился совместно
с  Гаранжой  Ириной  Викторовной,  сотруднией  Лаборатории
биомолекулярных и медицинских технологий.
3.2  Исследование содержания циркулирующих опухолевых клеток
и их производных в крови больных раком легкого
Для  подтверждения  того  факта,  что  аптамеры  связывались  с
циркулирующими опухолевыми клетками в крови больных раком легкого, а
также  для  идентификации  других,  специфичных  для  аптамеров  мишеней,
использовали метод лазерной сканирующей микроскопии. 
Результаты исследований представлены на рисунках 6-12.
Результаты  конфокальной  микроскопии  показывают,  что  кроме
опухолевых  клеток,  в  образце  присутствует  масса  других  клеток  и  их
обломков.  Что  в  свою  очередь  усложняет  идентифицировать  заданные
мишени.  Для  дальнейшего  исследования образцы крови  готовились  уже с
помощью модифицированного метода.
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Рисунок 6 – Конфокальная микроскопия образца крови пациента, больного
аденокарциномой легкого человека, проинкубированного с антителами к
цитокератинам, меченными флуоресцентной меткой FITC, и аптамером LC-
18, меченным флуоресцентной меткой Cy’3.
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Рисунок 7 – Циркулирующая опухолевая клетка из крови больного
аденокарциномой легкого, окрашенная аптамером LC-29, меченным
флуоресцентной меткой FAM.
Рисунок 8 – Циркулирующая опухолевая клетка из крови больного
плоскоклеточным раком легкого, окрашенная аптамером LC-29, меченным
флуоресцентной меткой FAM.
Таким образом, результаты конфокальной микроскопии показали, что
аптамеры могут быть использованы для выявления ЦОК в крови больных
раком легкого наряду с известными маркерами, широко использующимися
для диагностики. 
Однако  поскольку  конфокальная  микроскопия  не  имеет  широкого
применения в клиниках, то нами была показана возможность использования
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флуоресцентной  микроскопии  для  выявления  ЦОК в  крови  больных.  Для
упрощения процедуры анализа и более детального анализа ЦОК готовились
мазки,  окрашенные  краской  Романовского-Гимза  и  фиксированные  в
метиловом спирте.  Такие мазки могут храниться до нескольких месяцев в
темноте, а также могут сохраняться для следующих просмотров. На рисунке
9  представлена циркулирующая опухолевая клетка, окрашенная аптамером
LC-18, меченным флуоресцентной меткой FAM, найденной в крови больного
плоскоклеточным раком легкого. Видно, что клетка находится в состоянии
блеббинга.
Рисунок 9 – Циркулирующая опухолевая клетка в состоянии апоптоза,
выделенная из крови больного плоскоклеточным раком легкого. Слева –
флуоресцентная микроскопия, справа – световая микроскопия.
Флуоресценция клетки обусловлена аптамером LC-18, меченным
флуоресцентной меткой FAM.
После  доказательства  принципиальной  возможности  использования
флуоресцентной микроскопии для выявления ЦОК в крови больных были
проведены исследования на большой выборке больных раком легкого. 
На рисунках 10-12 представлены циркулирующие опухолевые клетки и
их  производные,  крови  больных  мелкоклеточным  раком  легкого,
доброкачественными опухолями и условно здоровых людей.
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Рисунок  10  –  Циркулирующие  опухолевые  клетки,   найденные  в  мазках
крови больных мелкоклеточным раком легкого,  окрашенных антителами к
цитокератинам,  меченными  флуоресцентной  меткой  FITC аптамерами,
меченными флуоресцентной меткой Cy’3 и красителем Романовского-Гимзы.
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Рисунок 11 – Циркулирующие опухолевые клетки и их производные в мазках
крови  больных  доброкачественными  заболеваниями  легкого,  окрашенных
антителами  к  цитокератинам,  меченными  флуоресцентной  меткой  FITC,
аптамерами,  меченными  флуоресцентной  меткой  Cy’3  и  красителем
Романовского-Гимзы.
В  крови  здоровых  людей  встречаются  эпителиальные  клетки
незлокачественного  характера,  о  чем,  например,  свидетельствуют  данные,
представленные  на  рисунке  12  –  эпителиальная  клетка,  окрасившаяся
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антителами к цитокератинам и не окрасившаяся аптамерами. 
Рисунок 12 – Циркулирующие опухолевые клетки в мазках крови условно
здоровых людей, окрашенных антителами к цитокератинам, меченными
флуоресцентной меткой FITC, и аптамерами, меченными флуоресцентной
меткой Cy’3 и красителем Романовского-Гимзы.
Таким  образом,  исследования  показали,  что  аптамеры  способны
выделять и идентифицировать выделенные из крови больных раком легкого
циркулирующие опухолевые клетки и их производные.
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3.3 Исследование содержания циркулирующих опухолевых клеток
и их производных в образцах периферической крови  больных раком
легкого
Результаты  определения  циркулирующих  опухолевых  клеток  в
периферической крови больных и здоровых людей, идентифицированных с
помощью  аптамеров,  высокоаффинных  к  опухолевой  ткани  легкого,
представлены в таблице 2.
Таблица  2  –  Содержание  циркулирующих  опухолевых  клеток  и  их
производных в крови больных раком легкого и здоровых людей
№ ДИАГНОЗ Гистологический тип ID
пациента
Аптамер-позитивные
мишени (ЦОК)
1 Рак
легкого
Аденокарцинома
(железистый РЛ)
27 1
2 28 8
3 32 3
4 75 2
5 79 1
6 80 4
7 90 12
8 94 2
9 103 6
10 Плоскоклеточный РЛ 9 2
11 21 0
12 23 5
13 30 8
14 76 3
15 77 1
16 81 0
17 91 2
18 101 5
19 102 0
20 104 3
21 Мелкоклеточный РЛ 7 13
22 12 9
23 29 10
24 Крупноклеточный РЛ 1 2
25 Фибросаркома 96 1
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плевры
26 Другие
заболевани
я легкого
Хондрогемартома 11 0
27 Доброкачественное
новообразование
122
2
28 Условно
здоровые
люди
1 0
29 2 0
30 3 0
31 4 1
32 5 0
33 6 0
34 7 1
35 8 0
36 9 0
37 10 0
*ID пациента – идентификационный номер пациента.
На  сегодняшний  день  некоторые  исследователи  предполагают,  что
присутствие  циркулирующих  опухолевых  клеток  и  повышенное  их
содержание  в  образцах  крови  пациентов  является  фактором  прогноза
выживаемости  [46].  Поэтому  исследование  зависимости  количества
опухолевых  клеток  от  стадии  опухолевого  процесса  является  крайне
актуальным.
3.4  Клинический  анализ  данных  о  содержании  циркулирующих
опухолевых клеток в крови больных раком легкого
Циркулирующие  опухолевые  клетки  являются  важным
прогностическим  параметром  течения  заболевания  и  мониторинга
противоопухолевой терапии.
На рисунке 13 представлено количество  циркулирующих опухолевых
клеток,  найденных  в  4  мл  крови  больных  различными  гистологическими
типами  рака  легкого,  неопухолевыми  заболеваниями  легкого,  и  условно
здоровых  людей.  Данные  свидетельствуют о  том,  что  среднее  количество
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опухолевых клеток и их производных в группе больных аденокарциномой,
плоскоклеточным раком и другими типами рака легкого примерно одинаково
и составляет  2-5  клеток,  а  у  больных с  наиболее  злокачественным типом
опухоли – мелкоклеточным раком легкого – около 11 клеток.  При этом у
больных  неопухолевыми  заболеваниями  легкого  содержание
циркулирующих опухолевых клеток и их производных достоверно ниже и в
среднем  равно  1-2  ед.  У  здоровых  людей  циркулирующие  клетки  и  их
производные в крови присутствуют в небольших количествах – 0,2 ед.  
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Рисунок 13  – Содержание циркулирующих опухолевых клеток  в 4 мл крови
больных и условно здоровых людей.
Прим.: 1 – аденокарцинома (n=9 ) , 2 – плоскоклеточный рак легкого (n=11),
3 –мелкоклеточный рак легкого (n=3), 4 – другие гистологические типы рака
легкого  (n=2),  5  –  неопухолевые  заболевания  легких  (n=2),  6  -  условно
здоровые люди (n=10).
По  результатам  гистологического  исследования  операционного
материала   больные  раком  легкого  были  распределены  по  стадиям
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опухолевого процесса следующим образом: I – 8 больных; II – 26; III – 18 ; IV
– 12.
Анализ содержания циркулирующих опухолевых клеток в зависимости
от отдаленного метастазирования выявил значимые различия в числе клеток
у больных с метастазами и без них (Рис.14).  Содержание циркулирующих
опухолевых клеток в крови больных с отдаленными метастазами было более
чем  в  3  раза  выше,  чем  в  группе  локализованными  и  местно-
распространенными формами заболевания.
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Рисунок 14 – Зависимость содержания циркулирующих опухолевых клеток в
крови онкологических больных от отдаленного метастазирования опухоли. 
Прим.: 1 – содержание циркулирующих опухолевых клеток у больных раком
легкого  с  отдаленными  метастазами,  2  –  содержание  циркулирующих
опухолевых клеток у больных без метастазов.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Важной задачей медицины является разработка новых методов ранней
диагностики  опухолей.  Основной  подход  в  реализации  этой  концепции
связан  с  использованием  моноклональных  антител,  а  также  на  методах
регистрации  морфологических,  биохимических  и  иммунологических
изменениях  в  тканях.  Однако  следует  отметить,  что  такие  традиционные
методы  диагностики  неспособны  выявить  ранние  формы  заболеваний,
поскольку  специфичность и чувствительность большинства из этих методов
недостаточно  высока.   Вместе  с  тем,  перечень  мишеней  для  диагностики
опухолей  чрезвычайно  мал,  что  объясняется  недостаточной  изученностью
клеточно-молекулярных  механизмов  канцерогенеза  и  сложностью
идентификации  молекул-компонентов  клеточных  сигнальных  систем,
модуляция активности которых может обеспечить торможение опухолевой
прогрессии.
Именно поэтому для  диагностики  ранних стадий развития  опухолей
необходим  новый  подход,  позволяющий  идентифицировать  минимальные
изменения.
Сегодня  прогресс  в  области  молекулярной  биологии  способствует
развитию  принципиально  новых  подходов  в  диагностике  и  лечении
заболеваний  с  помощью  олигонуклеотидов  –  аптамеров,  обладающих
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способностью связываться с разнообразными биологическими мишенями и
выполняющих  роль  искусственных  антител.  Сегодня  разработка  новых
технологий  диагностики  онкологических  заболеваний  является  одним  из
наиболее востребованных и актуальных направлений развития современной
медицины,  развивающейся  в  направлении  ее  персонализации.  Аптамеры,
чувствительность которых очень высока, могут стать основой для разработки
эффективных средств диагностики, скрининга и мониторинга терапии рака
каждого  конкретного  пациента.  Основными  биологическими  материалами
для  выявления  биомаркеров  рака являются  ткань  и  кровь  пациентов,
содержащие большое  количество  продуктов  метаболизма  злокачественных
клеток.
 В  работе  разрабатывались  методы  выявления  циркулирующих
биомаркеров  рака  легкого,  таких  как  ЦОК  в  крови  больных  РЛ.
Эффективность использования аптамеров показана на реальных клинических
образцах.
1. Специфичность  аптамеров  к  циркулирующим  опухолевым
элементам  крови  больных  раком  легкого  была  доказана  с  помощью
конфокальной  микроскопии.  Показано,  что  аптамеры  могут  быть
использованы для выявления циркулирующих опухолевых элементов крови
наряду  со  стандартными,  широко  применяемыми  маркерами,  такими  как
цитокератины. Эффективность данного метода подтверждалась с помощью
исследования  содержания  циркулирующих  опухолевых  клеток  в  крови
больных раком легкого, других онкологических заболеваний и неопухолевых
заболеваниях  легкого,  в  ходе  которого проводился  подсчет  ЦОК в  крови
больных,  после  чего  количество  найденных  опухолевых  элементов
сопоставлялось с диагнозами пациентов. Показано,  что среднее количество
опухолевых клеток и их производных в группе больных аденокарциномой,
плоскоклеточным раком и другими типами рака легкого примерно одинаково
и составляет  2-4  клетки  в  среднем,  а  с  мелкоклеточным раком легкого  –
около  10  клеток.  У  больных  неопухолевыми  заболеваниями  легкого
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содержание  циркулирующих  опухолевых  клеток  и  их  производных
достоверно ниже – 1-2. Количество циркулирующих опухолевых клеток и их
производных в  крови  больных раком легких зависит  от  метастазирования
опухоли.  При  наличии  отдаленных  метастазов  у  больных  раком  легкого
содержание циркулирующих опухолевых клеток и их производных в 3 раза
выше  (р<0,05),  чем  в  крови  больных  без  метастазирования  (2,9±0,3  vs
9,5±1,2).
Кроме  того,  метод,  разработанный  на  основе  аптамеров,  имеет
преимущество  среди  других,  выше  описанных,  коммерческих  систем  по
обнаружению  ЦОК.  Связанно  это  с  тем,  что  большинство  методов
разработано по принципу  захвата эпителиальных клеток, с использованием
антител.  А,  как  известно,  многие  ЦОК теряют  эпителиальные   антигены,
следовательно, могут быть не обнаружены, что приведет к не правильному
решению в постановке диагноза.
Методы  определения  ЦОК могут  быть  использованы  не  только  для
ранней  диагностики рака легкого, но и  для мониторинга противоопухолевой
терапии.
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Список сокращений
АТ – апоптотические тельца
МЭП – Мезенхимально – Эпителиальный переход
НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого
ПКРЛ – плоскоклеточный рак легкого
РЛ – рак легкого
ЦОК – Циркулирующие опухолевые клетки
ЦОМ – циркулирующие опухолевые микроэмболы
ЭМП-Эпителиально - Мезенхимальный переход
PBS – фосфатный буфер
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment)  –
систематическая эволюция лигандов путем экспоненциального обогащения
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